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RESUMO 
 
 
Objetivos: estudar os aspectos morfológicos e funcionais do rim de ratos relacionados com a 
isquemia e reperfusão de musculatura esquelética e o uso da pentoxifilina. Métodos: Ratos 
Wistar EPM-1 (n=60) foram submetidos à isquemia do membro posterior pelo clampeamento 
da artéria ilíaca comum esquerda por um período de seis horas e observados por quatro (GA) 
ou vinte e quatro horas (GB) após a reperfusão. Outro grupo, GS(n=6), foi submetido a 
anestesia e procedimentos operatórios sem a obstrução arterial. A pentoxifilina (PTX - 
40mg.Kg-1) não foi aplicada (GA1 e GB1) ou foi aplicada no início da  reperfusão (GA2 e 
GB2) ou no início da isquemia e início da reperfusão (GA3 e GB3). A eutanásia ocorreu ao 
término do período de reperfusão correspondente em cada grupo de animais, quando foram 
coletadas amostras de sangue para análise bioquímica da creatinofosfoquinase, uréia, 
creatinina, sódio e potássio séricos. Na seqüência foi realizada a nefrectomia esquerda para 
estudo histológico das alterações morfológicas dos nefrons e túbulos renais, assim como a 
imuno-histoquímica para apoptose pela expressão da caspase-3. Foram aplicados os testes de 
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05). Resultados: Ocorreu aumento significativo da 
uréia (90,5 ± 30,96 mg⋅dL-1), creatinina (2,28 ± 0,54 mg⋅dL-1) e potássio (16 ± 3,66 mmol⋅dL-
1) no grupo B3 onde o mesângio também mostrou-se significativamente espessado (0,97 ± 
0,42). Houve diminuição do número de túbulos renais comprometidos (0,70 ± 0,14) no grupo 
B2. A expressão de caspase-3 foi maior nos grupos B2 (16,35 ± 1,65%) e B3 (15,57 ± 2,54%) 
que em GS (9,8 ± 1,98%). Conclusão: A isquemia e reperfusão de músculo esquelético de 
ratos produzem lesões à distância em tecido renal e a pentoxifilina tem algum efeito protetor 
sobre estas lesões na fase precoce de observação (até quatro horas). Na fase tardia (até vinte e 
quatro horas) esta proteção não se faz evidente e até exerce papel antagônico, agravando as 
lesões quando aplicada nos períodos de isquemia e reperfusão e dependente da dose usada. 
  
ABSTRACT 
 
 
Objectives: to study morphologic and functional aspects of the kidney of rats related with the 
ischemia and reperfusion of skeletal musculature and pentoxifylline. Methods: Wistar EPM-1 
rats (n=60) were submitted to the ischemia of the posterior limb by  clamping the left 
common iliac artery for a period of six hours and observed by four (GA) or twenty-four hours 
(GB) after the reperfusion. Another group, GS(n=6), was submitted to the anesthesia and 
surgical procedures without the arterial obstruction. The pentoxifylline (PTX - 40mg.Kg-1) it 
was not applied (GA1 and GB1) or it was applied in the beginning of the reperfusion (GA2 
and GB2) or in the beginning of the ischemia and in the beginning of the reperfusion (GA3 
and GB3). The euthanasia was done at the end of the period of corresponding reperfusion in 
each group of animals, when samples of blood were collected for biochemistry analysis of the 
creatinofosfoquinase, urea, creatinine, sodium and potassium. In the sequence the left 
nefrectomy was accomplished for histological study of the morphologic alterations of the 
nefrons and renal tubules, as well as the imuno-histochemistry test for apoptose by the 
expression of the caspase-3. They were applied the tests of Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis (p≤  0,05). Results: it were significant increase of the urea (90,5 ± 30,96 mg.dL-1), 
creatinine (2,28 ± 0,54 mg.dL-1) and potassium (16 ± 3,66 mmol.dL-1) in the group B3 where 
the mesangium was also shown significantly thickened (0,97 ± 0,42). There was decrease of 
the number of renal tubules injured (0,70 ± 0,14) in the group B2. The caspase-3 expression 
was larger in the groups B2 (16,35 ± 1,65%) and B3 (15,57 ± 2,54%) that in GS (9,8 ± 
1,98%). Conclusions: the ischemia and reperfusion of skeletal muscle of rats produce long 
distance lesions in renal tissue and the pentoxifylline has some protecting effect on these 
lesions in the precocious phase of observation (up to four hours). In the late phase (up to 
twenty-four hours) this protection is not made evident and until it exercises antagonistic dose-
dependent effects, worsening the lesions when applied in the ischemia and reperfusion 
periods. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
 A isquemia é conceituada como o desequilíbrio, maior ou menor, entre a oferta e 
demanda de sangue para um determinado órgão ou tecido1-2. A conseqüente hipóxia tecidual 
acarreta etapas patológicas diversas, de acordo com a intensidade e duração do período 
isquêmico3-8. 
 Quando o fluxo sangüíneo é interrompido, diferentes processos metabólicos e 
enzimáticos são afetados, ocorrendo rápida depleção das reservas de adenosina trifosfato 
(ATP), acúmulo de lactato, acidificação das células e ativação de proteases intracelulares8.  
As principais alterações da isquemia ocorrem no território arteríolo-capilar sendo a tolerância 
à isquemia tecidual variável e multifatorial, dependendo do tempo de isquemia, das 
necessidades metabólicas dos tecidos, do aporte da circulação colateral e de fatores humorais8-
10. A conjunção destes fatores não permite estabelecer com precisão o tempo de isquemia 
além do qual se instala o processo de necrose, tornando o processo irreversível5-8. 
Contudo, além da necrose tecidual, nos últimos anos têm-se também, estudado os 
aspectos de morte celular programada conhecida como apoptose. A interrupção da corrente 
sangüínea e conseqüente hipóxia desencadeia processos metabólicos celulares que induzem a 
célula a sua autodestruição sem a característica reação inflamatória encontrada na necrose 
celular8-10. 
É atribuído à liberação de radicais livres de oxigênio no período de reperfusão como 
um dos mecanismos paradoxal do aumento na lesão com a restituição da oxigenação e afluxo 
de nutrientes vitais às células, e que se constitui no aspecto principal da complexa síndrome 
de isquemia-reperfusão5-10. 
Deste modo, associadas diretamente à restrição da circulação sangüínea, a necrose e 
apoptose celular podem ser utilizadas como indicadores das alterações de tecidos submetidos 
à isquemia5-10. 
 O músculo esquelético tem sido alvo de pesquisas, no tocante ao fenômeno de 
isquemia e reperfusão11-18. Determinados procedimentos operatórios (operações de membros 
submetidos ao uso de faixas compressivas de Esmarch, reimplante de membros) e 
traumatismos (soterramentos, esmagamentos de extremidades, aprisionamento nas ferragens 
de um acidente automobilístico, na síndrome compartimental, na embolia arterial aguda) 
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podem comprometer os músculos, com repercussões locais ou sistêmicas desencadeadas por 
processos metabólicos que agravam a lesão11-16. 
 O tecido muscular esquelético em particular tolera uma hora e trinta minutos de 
isquemia sem alterações morfológicas ou funcionais16-18. Ocorrendo alongamento do período 
para cerca de duas horas, ocorre um mínimo dano estrutural e completa recuperação das 
funções metabólicas. Com este tempo de isquemia prevalece o metabolismo anaeróbico, 
contudo com o aumento do lactato e fosfato inorgânico, com a redução do pH e do ATP, além 
da redução da creatina em 40% do normal. Após três horas de isquemia, a concentração do 
ATP reduz drasticamente e há piora da acidose, mas com o restabelecimento da perfusão 
tecidual, os níveis de ATP são restabelecidos, sem gerar lesões teciduais. Porém, se a 
isquemia persiste por mais de sete horas, podem ocorrer lesões graves e irreversíveis, 
predominando o processo de necrose. Considera-se o músculo esquelético como de resistência 
intermediária à isquemia16-18. Os nervos ou tecido nervoso que são os mais sensíveis e os 
tendões, ossos e pele são os mais resistentes16.  
 A isquemia dos músculos esqueléticos da pata posterior de ratos é referida na literatura 
como um bom modelo experimental. Para provocar a isquemia do músculo esquelético é 
preciso considerar que vascularização do membro posterior do rato apresenta uma exuberante 
presença de circulação colateral no território da artéria ilíaca externa e artéria femoral comum, 
assim estes aspectos devem ser considerados na escolha do modelo a ser utilizado para 
provocar a isquemia19. No modelo de isquemia induzido pelo clampeamento arterial isolado, 
evita-se a compressão direta do leito venoso, assim como o trauma muscular direto provocado 
pelo modelo que utiliza o torniquete, permitindo dessa forma uma preservação da resposta 
vasomotora e venosa durante a reperfusão. Estes fatores são importantes moduladores da 
extensão e qualidade da lesão muscular resultante3,4, 19,20.  
 Com a utilização deste modelo têm sido estudadas diversas drogas com ação anti-
oxidante, varredores de radicais livres (“scavengers”) e manobras de pré-condicionamento 
isquêmico. Em que pesem os resultados conflitantes e controversos pela ausência de uma 
padronização metodológica16-18, de certa forma esses estudos permitiram uma melhor 
compreensão da fisiopatologia das lesões de isquemia e reperfusão, bem como a possibilidade 
de diferentes drogas com finalidade terapêutica15,20. 
Apesar da capacidade de resistência do músculo esquelético à isquemia, outros órgãos 
e tecidos podem ser afetados pelos metabólitos liberados na corrente sangüínea após a 
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reperfusão, em especial as espécies reativas de oxigênio (EROs), produzidas durante a 
isquemia e reperfusão de músculo esquelético21. A insuficiência renal aguda é de há muito 
tempo associada às lesões musculares extensas22,23. 
Entre as drogas que estão sob investigação para o tratamento da insuficiência renal e a 
lesões atribuíveis à presença de radicais livres de oxigênio está a pentoxifilina24-28. A 
pentoxifilina (PTX) é uma metilxantina estudada em modelos experimentais na proteção na 
IRA induzida com a aplicação intramuscular de glicerol29-31. O mecanismo primário da ação 
protetora das metilxantinas é devido à ação antagonista do receptor de adenosina, que é um 
potente vasoconstritor liberado na corrente sangüínea nas lesões de músculos esqueléticos, 
mas outras ações têm sido consideradas32-42. Sua propriedade hemorreológica leva ao aumento 
da deformabilidade das hemácias, com isso melhorando a microcirculação, sendo estudada na 
prevenção das doenças isquêmicas crônicas e também na IRA induzida experimentalmente27-
31. Ela exerce efeitos benéficos através de vários mecanismos, tais como na redução da 
produção de citocinas e superóxidos, alteração na quimiotaxia de neutrófilos, diminuição na 
ativação e adesividade plaquetária, aumento da flexibilidade das hemácias e com isto, atenua 
a lesão endotelial e tecidual que ocorre no fenômeno da isquemia e reperfusão. Alguns 
estudos sugerem a parada da progressão da lesão renal no choque séptico e melhora o fluxo 
sangüíneo renal durante a bacteremia devido à vasodilatação pós-glomerular27,28. 
Considerando o contexto e o fato que o Programa de Pós-Graduação em Cirurgia e 
Experimentação, dentro da área de concentração em Isquemia e Reperfusão, desenvolve linha 
de pesquisa voltada para o estudo do fenômeno de isquemia e reperfusão em músculo 
esquelético43-45, procura-se agora expandir sua atuação para a investigação da associação do 
modelo de isquemia e reperfusão em músculo esquelético de ratos sob a ação da pentoxifilina 
e suas repercussões sobre o tecido renal, avaliadas pelas alterações morfológicas e da 
apoptose. 
 
 
  
2. OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
 
 
Geral: 
 
Estudar o fenômeno de isquemia e reperfusão em músculo esquelético e a sua repercussão no 
rim de ratos. 
  
 
 
Específico: 
 
Estudar os aspectos morfológicos e funcionais do rim de ratos submetidos à isquemia e 
reperfusão de músculo esquelético, sob a ação da pentoxifilina. 
 
 
 3. MÉTODOS 
 
 
O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e da Universidade Federal de São Paulo - Escola 
Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM), conforme os protocolos de pesquisa com os 
respectivos números: 39/2003 e 0335/04. Todos os animais foram manipulados de acordo 
com “Os Princípios Éticos da Experimentação Animal da União Internacional Protetora dos 
Animais” e da lei Federal 663, de 8 de maio de 1979. 
 
Amostra 
 
Foram utilizados sessenta e seis ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar, 
EPM-1, machos, adultos, peso médio de 343±31 gramas, originários do Biotério da 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.  
Os animais foram alojados em salas exclusivas com ambiente adaptado às 
necessidades da espécie e os procedimentos experimentais realizados no Laboratório da 
Disciplina de Cirurgia Experimental da UFMS. 
Os animais foram mantidos no Biotério Setorial da Disciplina por sete dias prévios 
aos procedimentos para observação e adaptação. Receberam ração balanceada própria para 
espécie e água à vontade, ficaram alojados em gaiolas de metal com dimensões de 
(40x30x25cm), com no máximo cinco animais por gaiola, sob condições de iluminação 
controlada (323 lumes por metro quadrado), com luz das 6 às 18 horas e escuridão das 18 
às 6 horas, além de temperatura ambiente e higienização diária. 
Aleatoriamente os animais foram distribuídos em Grupo S (n=6), Grupo A (n=30) 
e Grupo B (n=30), segundo os tipos de procedimento experimental (Figura 1): 
Grupo simulado – GS (n=6): animais que foram submetidos à anestesia, 
laparotomia, sem isquemia de membro posterior e coleta de rim esquerdo após 4horas 
(n=3) e 24 horas (n=3) de observação; 
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Grupo A – GA (n=30): animais que foram submetidos á anestesia, laparotomia, 
isquemia de seis horas do membro posterior e coleta de rim esquerdo após quatro horas de 
reperfusão; 
Grupo B (n-30): animais que foram submetidos à anestesia, laparotomia, isquemia 
de seis horas do membro posterior e coleta de rim esquerdo após vinte e quatro horas de 
reperfusão. 
Os animais dos grupos A e B foram redistribuídos em subgrupos 1 (n=10), 2 
(n=10) e 3 (n=10) de acordo com a aplicação da pentoxifilina: 
Grupos A1 e B1: animais que não receberam a droga, quer no período de isquemia, 
quer no período de reperfusão; 
Grupos A2 e B2: animais que receberam a droga somente no momento 
imediatamente (3 minutos) antes início da reperfusão; 
Grupos A3 e B3: animais que receberam a droga, tanto no momento imediatamente 
(3 minutos) antes inicio da isquemia, quanto no momento imediatamente (3minutos) antes 
de iniciar a reperfusão. 
 
Procedimentos 
 
Anestesia e analgesia 
 
Os animais foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal de solução de 
2:1 de cloridrato de quetamina (50mg.mL-1) e  xilazina (20mg.mL-1) respectivamente  na dose 
de (0,1mL.100g-1). Os ratos foram considerados anestesiados após ter sido constatada a 
perda de reação aos estímulos mecânicos, com a perda dos reflexos de endireitamento, 
retirada do membro após estímulo doloroso provocado por preensão, e perda do reflexo 
palpebral.  
 Nalbufina (Nubain®) foi administrada na dose 2mg.Kg-1 por via subcutânea para 
analgesia durante o tempo que os animais ficaram em observação nos períodos de isquemia 
ou de reperfusão. 
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Figu
ra 1 – Esquema da distribuição dos animais nos diversos grupos de estudo. 
Ratos 
N-66 
GRUPO A 
n=30 
Isquemia 6 horas 
Reperfusão 4 horas
Simulado 
n=6 
GRUPO B 
n=30 
Isquemia 6 horas 
Reperfusão 24 horas
A1 
n=10 
Isquemia s/PTX 
Reperfusão s/PTX
A2 
n=10 
Isquemia s/ PTX 
Reperfusão c/PTX
B3 
n=10 
Isquemia c/PTX 
Reperfusão c/PTX
B2 
n=10 
Isquemia s/PTX 
Reperfusão c/PTX
B1 
n=10 
Isquemia s/PTX 
Reperfusão s/PTX
A 3 
n=10 
Isquemia c/PTX 
Reperfusão c/ PTX
 
 
Procedimento operatório de isquemia 
 
• Animal sob anestesia posicionado em decúbito dorsal e imobilizado pelas patas com 
tiras de fita adesiva à mesa operatória 
• Tricotomia da parede abdominal 
• Anti-sepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®) 
• Colocação dos panos operatórios esterilizados isolando-se o campo operatório 
• Incisão infra-umbilical mediana com bisturi de lâmina 15, com 20 mm de extensão, 
interessando a pele, a tela subcutânea, a linha alba e o peritônio parietal, abrindo a 
cavidade abdominal 
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• Afastamento das alças intestinais e exposição do retroperitônio, que foi incisado e 
dissecado liberando os vasos retroperitoniais 
• Identificação e exposição da aorta abdominal infrarrenal e artérias ilíacas comuns 
• Exposição e isolamento da artéria ilíaca comum esquerda 
• Colocação de mini-clampe vascular produzindo interrupção do fluxo sangüíneo da 
artéria ilíaca comum à jusante (Figura 2) 
•  Acomodação do mini-clampe e reposição das alças intestinais na cavidade abdominal 
• Sutura da parede abdominal com fio de poliamida 4.0 em chuleio contínuo 
• Verificação da eficácia do clampeamento pela comparação entre as duas patas 
posteriores verificando a cianose e edema (Figura 3) 
• Colocação dos animais em gaiolas individuais sob calor de lâmpadas incandescentes 
até a recuperação da anestesia 
• Observação pelo período de seis horas com água de dieta à vontade 
 
Procedimento operatório de reperfusão 
 
• Animal sob anestesia posicionado em decúbito dorsal, imobilizado pelas patas com 
tiras de fita adesiva à mesa operatória 
• Anti-sepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®) 
• Colocação dos panos operatórios esterilizados isolando-se o campo operatório 
• Seccionado o fio de poliamida desfeita a sutura e aberta a cavidade abdominal 
• Afastamento das alças intestinais e identificação do mini-clampe vascular que foi 
aberto e retirado 
• Acomodação das alças intestinais na cavidade abdominal 
• Sutura da parede abdominal com fio de poliamida 4.0 em chuleio contínuo 
• Colocação dos animais em gaiolas individuais sob calor de lâmpadas incandescentes 
até a recuperação da anestesia 
• Observação pelo período de quatro horas ou vinte e quatro horas, de acordo com o 
grupo de estudo, com água de dieta à vontade 
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Figura 2 - Fotografia mostrando o isolamento e clampeamento da artéria ilíaca comum esquerda do rato. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 - Fotografia mostrando a pata isquêmica após a 
aplicação do mini-clampe na artéria ilíaca 
comum esquerda, durante o período de 
isquemia.  
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Procedimento de aplicação da droga 
 
 A pentoxifilina (Trental®) na dose de 40mg.Kg-1 foi aplicada por via intraperitoneal 
em um volume de dois mililitros. A aplicação foi com seringa de 3ml com aponta dirigida 
sempre ao hipocôndrio esquerdo do animal fazendo com que o líquido ficasse alojado na área 
subdiafragmática junto ao recesso do estômago e baço do animal, evitando seu 
extravasamento quando da síntese da parede abdominal. 
 A aplicação nos animais dos grupos A2 e B2 se deu três minutos antes da colocação 
do mini-clampe vascular e correspondeu ao tempo necessário para a colocação do mini-
clampe, reposição das alças intestinais e sutura da parede abdominal. 
 A aplicação nos grupos A3 e B3 se deu três minutos antes da retirada do mini-clampe 
vascular e correspondeu ao tempo necessário para a retirada do mini-clampe, reposição das 
alças intestinais e síntese da parede abdominal. 
 
 
Procedimento operatório de coleta do rim esquerdo e de sangue para análise bioquímica 
 
• Após o período de reperfusão, o animal sob anestesia foi posicionado em decúbito 
dorsal, imobilizado pelas patas com tiras de fita adesiva à mesa operatória 
• Anti-sepsia da parede abdominal com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine®) 
• Colocação dos panos operatórios esterilizados isolando-se o campo operatório 
• A incisão abdominal foi aberta pela secção do fio de poliamida 
• Afastamento das alças intestinais e identificação do rim esquerdo 
• Dissecção do pedículo renal esquerdo 
• Ligadura dos vasos renais com fio de poliamida 3.0 e secção do pedículo renal 
• Descolamento e nefrectomia esquerda 
• Punção transtorácica do ventrículo esquerdo e coleta de amostras de sangue em 
seringa heparinizada para exame bioquímico 
• Secção da veia cava inferior  
• Aguardada a exangüinação total do animal com morte por hipovolemia 
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Procedimentos bioquímicos 
 
O sangue foi coletado por punção cardíaca, para as dosagens bioquímicas da 
concentração de creatinofosfoquinase (CPK), uréia, creatinina, sódio e potássio. 
 Foram aspirados de 3 a 5mL de sangue e colocados em tubo coletor. A análise 
bioquímica foi realizada utilizando equipamento automatizado DADE Behring Dimension 
AR, do Laboratório de Análises Clínicas do Hospital Universitário da UFMS. 
 
Processamento histológico para coloração em HE 
 
O rim esquerdo foi seccionado no plano frontal (Figura 4) e submerso em formol 
tamponado 10% (para cada litro de formol adicionou-se quatro gramas de fosfato monobásico 
anidro e 6,5 gramas de fosfato de sódio dibásico anidro) em um volume 10 vezes superior ao 
da peça operatória. 
No processamento histológico foi realizada a desidratação sucessiva em álcoois 
etílicos, em concentrações crescentes, até o álcool absoluto; diafanização com xilol e 
impregnação com parafina histológica para emblocamento. 
Utilizou-se o micrótomo rotativo para realizar cortes finos de cerca de 4µm, que foram 
montados sobre lâmina de vidro com extremidade fosca, devidamente identificada. Os cortes 
montados foram, a seguir, desparafinizados em estufa a 56ºC. 
Após nova desparafinização com xilol, hidratação com álcoois sucessivos, em 
concentrações decrescentes, o material foi lavado água corrente e corado com hematoxilina 
por cinco a dez minutos. O excedente do corante foi retirado com banhos em água comum. 
Após rápida desidratação em álcool absoluto, os cortes foram corados pelo corante eosina por 
oito minutos; diferenciados em sucessivos álcoois, em concentrações crescentes; diafanizados 
em xilol e montados com lamínula e bálsamo de Canadá e Etela.  
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Figura 4 - Fotografia mostrando o rim em corte frontal para o processamento histológico e 
posterior coloração pela HE e imuno-histoquímica. 
 
 
 
Critérios para análise histológica em HE 
 
As lâminas foram analisadas à microscopia óptica (microscópio Nikon E 200) pelo 
patologista sem prévio conhecimento sobre o grupo a que pertencia cada rato, sendo 
observados os seguintes aspectos: espessamento do mesângio (Figura 5), realizado escore 
entre ausente (zero), grau leve (+), grau moderado (++) e acentuado (+++) e realizado a média 
de observação de 10 glomérulos de cada lâmina. O espessamento de grau leve foi considerado 
quando a expansão do espaço mesangial entre os capilares adjacentes exceder o de uma célula 
mesangial, o espessamento de grau moderado, a expansão do espaço mesangial foi de duas 
células e no grau acentuado, este espaço excedeu a três células mesangiais. Para fins de 
cálculo estatístico foi determinado valores de 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 
(acentuado) e nos túbulos, calculou-se o número de túbulos com sedimento e/ou células 
degeneradas (Figura 6) para cada campo no aumento de 400x e realizado a média do número 
de túbulos comprometidos em 10 campos aleatórios. 
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Figura 6 - Fotomicrografia característica dos túb
direita e do grupo A1 à esquerda dem
presença de sedimentos em sua luz(**).
 
 
 
Processamento para a coloração imuno-histoqu
 
As peças incluídas em parafina foram en
Molecular do Departamento de Patologia da Un
Paulista de Medicina, para o processamento de imu
Após o procedimento de inclusão, submeteu
espessura e aderidas em lâminas tratadas com 3-am
A 3648), deixou-se em estufa a 56ºC por 12 hora
banhos de xilol por quinze minutos e posterior hid
um banho de etanol a 95%, um banho de etano
Realizou-se a recuperação antigênica para o antico
de microondas, em tampão citrato, pH 6,0 em p
procedimento, deixou-se esfriar à temperatura amb
lavagem com água, realizou-se o bloqueio da pe
oxigenada dez volumes, quatro vezes, por cinco m
corrente e tampão PBS, pH 7,4. 
  ** 
** 
ulos renais do grupo simulado (normal) à 
onstrando túbulos com necrose tubular e 
 (HE - 400x).  
ímica 
caminhadas para o Serviço de Patologia 
iversidade Federal de São Paulo - Escola 
no-histoquímica. 
-se à microtomia (Leica® 2025) de 3µm de 
inopropiltrietoxisilano (Sigma, Co®.-USA-
s. Realizou-se a desparafinização em dois 
ratação em dois banhos de etanol absoluto, 
l a 70% e um banho em água corrente. 
rpo caspase-3 clivada com o uso de forno 
otência alta por vinte minutos e após este 
iente por pelo menos vinte minutos. Após a 
roxidase endógena pela aplicação de água 
inutos cada e lavou-se em seguida em água 
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Realizou-se a incubação com o anticorpo policlonal de coelho anti-caspase-3 clivada46, 
Cell Sinaling, título 1:100, em solução de BSA 1% em tampão PBS 1% em tampão PBS, em 
câmara úmida a 4ºC, de dezesseis a dezoito horas. Após três lavagens em tampão PBS, 
realizou-se a incubação com o anticorpo secundário biotinilado do kit DAKO LSAB-HRP 
(Dako A/S-Denark® – K492) por quinze minutos, câmara úmida, a temperatura ambiente, três 
lavagens em tampão PBS, pH 7,4 e incubação com o conjugado streptoavidina-peroxidase do 
kit DAKO LSAB-HRP® por quinze minutos, em câmara úmida e três lavagens com tampão 
PBS, pH 7,4. 
Realizou-se a revelação com o uso do agente cromogênico (3,3’-diaminobenzidina-
Sigma Co®-USA-D5637) e água oxigenada vinte volumes 1% em tampão PBS, pH 7,4 por 
cinco minutos a 37ºC e lavagem extensiva em água corrente.  
Utilizou-se a hematoxilina de Harris para a contra coloração e a desidratação foi com 
um banho em etanol 70%, um banho em etanol 80%, um banho em etanol 95%, três banhos 
em etanol absoluto e diafanização com três banhos de xilol. Posteriormente, as secções foram 
montadas com lamínula e resina Etellan Sigma® e identificados. 
O padrão de positividade da caspase-3 clivada foi o aparecimento de uma coloração 
marrom-acastanhada no citoplasma da célula.  
 
Procedimento de capturas de imagens 
 
Realizou-se a captura de dez imagens por lâmina (animal), com a utilização de 
microscópio óptico Nikon®, modelo E200, com lente binocular com 10x de aumento e a 
objetiva com 40x de aumento, acoplada à câmera de vídeo da marca Samsung®, modelo SHC-
410NAD, conectado via placa de captura de vídeo externa da marca Pinacle® modelo Dazzle 
DVC 80 acoplado ao microcomputador com processador Celeron® 2.0 Mhz, 256 Mb de 
memória Ram e HD de 30 Gigabytes com sistema operacional Microsoft Windows 98SE®. 
Com as imagens capturadas com resolução de 640 pontos na horizontal e 480 pontos na 
vertical em formato digital “bmp”, efetuou-se o processamento de otimização das mesmas, 
com a utilização do software Adobe Photoshop 7.0®. 
Realizou-se a quantificação da expressão da caspase-3 através do processamento de 
imagem assistida por computador com a utilização do software ImageLAB®, em dez imagens 
de glomérulo, capturadas de cada lâmina (cada animal), sendo armazenadas no 
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microcomputador, para documentação, seguindo a codificação pré-estabelecida para cada 
animal de cada grupo estudado. A quantificação da densidade marrom foi efetuada utilizando-
se o filtro R (red), G (green) e B (blue), cor de fundo azul, em intervalo de cor de zero a cento 
e quarenta e sete (figura 7) que corresponde ao espectro da cor azul, selecionado-se a área em 
torno do glomérulo (T1). O computador faz a varredura de toda a imagem demarcada, 
comparando o valor da cor de cada pixel com a tabela de padrões previamente selecionados47. 
O resultado é expresso em fração de área demarcada-T2 com a expressão da caspase-3 pela 
área total capturada-T1 (figura 8).  
 
 
Figura 7 - Foto da tela do monitor com o tratamento da imagem com filtro RGB, para quantificação da 
expressão da caspase-3. 
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B 
Figura 8 - Fotomicrografia do glom
programa ImageLAB®. 
 
Procedimento de avaliação qua
 
A análise computadoriza
Processamento e Análise de Ima
se o cálculo de parâmetros na im
em resultados que confirmam a c
computador (Figura 9).  
Figura 9 – Foto da tela do mon
caspase-3 pelo program
 
 A
 
érulo (400x) antes (A) e após (B) do tratamento da imagem com o 
ntitativa da expressão da caspase-3 
da da imagem foi realizada utilizando-se o "Sistema de 
gem ImageLAB®", através da coloração marrom, utilizando-
agem/densidade do software47. Tal avaliação está respaldada 
orrelação do valor semiquantitativo de imagem assistida por 
 
itor mostrando a planilha com um resultado da quantificação da 
a ImageLAB®. 
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Estudo estatístico 
 
Foi realizado estudo estatístico com a finalidade de comparar os valores dos 
parâmetros componentes deste estudo, entre os animais do grupo A, entre os animais do grupo 
B, entre os animais dos grupos A e B; entre os animais dos grupos A, B e S. 
 Aos resultados foi aplicado o teste de variância de Kruskal-Wallis, para variáveis 
independentes avaliando-se as relações entre os grupos com quatro (A) e vinte e quatro horas, 
comparando entre os mesmos, fixou-se em 0,05 ou 5% (p<0,05) o nível de rejeição da 
hipótese de nulidade, assinalando com asterisco os valores significantes e aplicou-se o teste de 
Mann-Withney, para varáveis dependentes e avaliando-se os subgrupos estudados e fixou-se 
em 0,05 ou 5% (p<0,05) o nível de rejeição para a hipótese de nulidade. 
 
  
4. RESULTADOS 
 
 
Ocorreu perda de um animal pertencente ao grupo B1 (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas sem aplicação de PTX) nas primeiras dezoito horas de observação 
e na necropsia não foi identificada a causa do óbito. Não foi evidenciada nenhuma relação 
direta entre o óbito ocorrido e os procedimentos. O animal não foi substituído, permanecendo 
o grupo com nove animais.  
Todos os animais submetidos ao período de isquemia apresentaram níveis elevados de 
CPK, quando comparados ao grupo simulado, sendo considerados tais níveis como expressão 
de lesão muscular (Tabela 1).  
Os animais dos grupos A (isquemia de seis horas e reperfusão de quatro horas) e B 
(isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas) apresentaram altas dosagens 
séricas CPK com grande variação nas dosagens expressas pelo alto desvio-padrão, mas todos 
apresentando diferenças estatisticamente significantes em relação aos animais do grupo 
simulado onde não ocorreu o fenômeno de isquemia e reperfusão (Gráfico 1). 
Os resultados das médias e respectivos desvios-padrões das dosagens séricas de uréia 
(mg.dL-1) e creatinina (mg.dL-1)  que procuram expressar a  avaliação da função renal estão 
representadas  nas tabelas 2 e 3  e gráficos 2 e 3. 
Os resultados das médias e respectivos desvios-padrões das dosagens séricas de sódio 
(mmol.dL-1) e potássio (mmol.dL-1) que procuram expressar a  avaliação da função renal estão 
representadas  nas tabelas 4 e 5 e gráficos 4 e 5. 
Os resultados das médias e respectivos desvios-padrões da somatória dos escores 
[ausente (0), leve (1), moderado (2) e acentuado (3)], calculados em dez campos por lâmina, 
do parâmetro histológico de espessamento do mesângio dos rins estão representados na tabela 
6 e gráfico 6. 
Os resultados das médias e desvios-padrões da somatória dos valores absolutos 
encontrados em dez campos por lâmina, do parâmetro histológico de túbulos renal 
comprometido dos rins estão representados na tabela 7 e gráfico 7. 
 20 
Os resultados das médias e desvios-padrões do porcentual da expressão da caspase-3 
(apoptose) encontrados em dez campos por lâmina, na preparação por imuno-histoquímica 
dos glomérulos renais estão representados na tabela 8 e gráfico 8. 
Tabela 1 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de CPK (U.L-1) nos animais 
dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e reperfusão 
de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), 
nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da 
isquemia e da reperfusão). 
 
   
Grupo S 
 
  
Grupo A 
   
Grupo B 
 
     
  A1 
   
 A2 
 
 A3 
    
 B1 
   
 B2 
  
 B3 
 
 
Média 
 
DP 
  
751,00 
 
130,79 
 
3332,30 
 
2384,39 
 
3143,60 
 
1604,57 
 
2010,70 
 
705,43 
 
2215,00 
 
1823,14 
 
2074,10 
 
1004,32 
 
2451,20 
 
1831,87 
 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3             B1=B2=B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1 =A2          A1=A3       A2>A3 
B1=B2          B1=B3       B2=B3 
A1=B1          A2>B2      A3=B3 
S<A1, A2, A3, B1, B2 e B3 
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CPK 
6000 6000 
5000 5000 
3U/L 
4000 
000 
4000 
3000 
2000 2000 
1000 1000 
0 0
Simulado A1 A2 A3 B1 B2 B3
GRUPOS
Gráfico 1 – Representação gráfica da média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de CPK (U.L-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e reperfusão de 
quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem 
PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
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Tabela 2 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de uréia (mg.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e 
quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( 
PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
   
Grupo S 
  
Grupo A 
   
Grupo B 
 
 
     
 A1 
  
 A2 
 
  A3 
  
 B1 
  
 B2 
  
 B3 
 
 
Média 
 
DP 
  
53,23 
 
 4,68 
 
65,30 
 
22,25 
 
68,40 
 
20,19 
 
57,10 
 
 9,34 
 
55,56 
 
13,23 
 
62,30 
 
19,72 
 
90,50 
 
30,96 
 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3          B1<B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1=A2             A1=A3          A2=A3 
B1=B2             B1< B3           B2<B3 
A1=B1          A2=B2            A3<B3 
S=A1, A3, B1 e B2          S<A2 e B3 
 
 
 
  
 23 
 
URÉIA 
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120 120 
100 100 
80 80mg/dL
60 60
40 40
20 20 
0 0 
A1 A2 A3 B1 B2 B3Simulado 
GRUPOS 
Gráfico 2 – Representação gráfica da média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de uréia (mg.dL-1) 
nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e reperfusão de 
quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem 
PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
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Tabela 3 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de creatinina (mg.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e 
quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX 
no início da isquemia e da reperfusão). 
 
   
Grupo S 
  
Grupo A 
   
Grupo B 
 
 
      
A1 
 
  
 A2 
   
A3 
   
B1 
  
 B2 
   
B3 
 
Média 
 
DP 
  
0,73 
 
0,14 
 
0,96 
 
0,42 
 
1,06 
 
0,19 
 
0,79 
 
0,09 
 
1,22 
 
0,25 
 
0,97 
 
0,43 
 
2,28 
 
0,54 
 
 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1<A2>A3               B1>B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1=A2            A1=A3         A2<A3 
B1>B2            B1<B3           B2<B3 
A1=B1           A2=B2          A3<B3 
S=A1, A2 e B2           S<A2, B1 e B3 
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CREATININA
3 3
2,5 2,5 
2 
1,5
2
mg/dLL 
1,5 
1 1 
0,5 0,5
0 0 
Simulado A1 A2 A3 B1 B2 B3
GRUPOS 
Gráfico 3 – Representação gráfica da média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de creatinina 
(mg.dL-1) nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos  
tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da 
reperfusão). 
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Tabela 4 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de sódio (mmol.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e 
quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX 
no início da isquemia e da reperfusão). 
 
   
Grupo S 
  
Grupo A 
   
Grupo B 
 
 
 
    
  A1 
   
  A2 
 
  A3 
 
  B1 
 
  B2 
  
 B3 
 
 
Média 
 
DP 
  
141,17 
 
   2,23 
 
151,60 
 
   7,00 
 
147,60 
 
     5,90 
 
150,00 
 
   4,20 
 
154,00 
 
    2,30 
 
155,20 
 
    6,60 
 
160,00 
 
    3,23 
 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3                  B1<B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
p< 0,05 
A1=A2        A1=A3        A2=A3 
B1=B2        B1<B3          B2=B3 
A1=B1        A2<B2       A3<B3 
S<A1, A2, A3, B1, B2 E B3 
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SÓDIO
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GRUPOS 
Gráfico 4 – Representação gráfica – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de potássio 
(mmol.dL-1) nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos  
tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da 
reperfusão). 
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Tabela 5 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de potássio (mmol.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e 
quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX 
no início da isquemia e da reperfusão). 
   
Grupo S 
 
  
Grupo A 
 
 
  
Grupo B 
 
    
A1 
 
A2 
 
A3 
 
B1 
 
B2 
 
B3 
 
 
Média 
 
 
DP 
  
5,08 
 
 
0,66 
 
10,1 
 
 
2,05 
 
12,2 
 
 
3,38 
 
6,0 
 
 
0,77 
 
8,7 
 
 
3,80 
 
 
10,3 
 
 
5,12 
 
 
 
 
16,0 
 
 
3,66 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1<A2>A3                 B1<B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1=A2            A1>A3               A2>A3 
B1=B2              B1<B3             B2<B3 
A1=B1          A2=B2             A3<B3 
S<A1, A2, A3, B1, B2 e B3 
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POTÁSSIO
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Gráfico 5 – Representação gráfica da Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de potássio 
(mmol.dL-1) nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos  
tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da 
reperfusão). 
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Tabela 6 – Média e desvio-padrão da somatória dos escores [ausente (0), leve (1), moderado 
(2) e acentuado (3)], calculados em dez campos por lâmina, do parâmetro 
histológico de espessamento do mesângio dos rins dos animais dos grupos A 
(isquemia de seis horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e 
reperfusão de vinte e quatro horas), nos tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
    
Grupo A 
 
 
  
Grupo B 
 
 
   
A1 
 
 
A2 
 
A3 
 
B1 
 
B2 
 
B3 
 
Média 
 
DP 
 
 
 
 
0,74 
 
0,07 
 
0,64 
 
0,21 
 
0,88 
 
0,07 
 
0,59 
 
0,07 
 
0,85 
 
0,33 
 
 
0,97 
 
0,42 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3              B1<B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
p<0,05 
A1=A2            A1=A3          A2<A3 
B1<B2           B1<B3            B2=B3 
A1>B1           A2=B2         B3=B3 
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ESPESSAMENTO DO MESÂNGIO
1,2 1,2
1 1 
0,8 0,8
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Gráfico 6 – Representação gráfica da média e desvio-padrão da somatória dos escores [ausente (0), leve (1), 
moderado (2) e acentuado (3)], calculados em dez campos por lâmina, do parâmetro histológico de 
espessamento do mesângio dos rins dos animais dos grupos A (isquemia de seis horas e reperfusão 
de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos tempos 1 
(sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
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Tabela 7 – Média e desvio-padrão da somatória dos valores absolutos encontrados em dez 
campos por lâmina, do parâmetro histológico de túbulos renal comprometido dos 
rins dos animais dos grupos A (isquemia de seis horas e reperfusão de quatro 
horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos 
tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da 
isquemia e da reperfusão). 
 
    
Grupo A 
   
Grupo B 
 
 
   
A1 
 
 
A2 
 
A3 
 
B1 
 
B2 
 
B3 
 
 
Média 
 
DP 
 
 
 
 
0,84 
 
0,14 
 
1,15 
 
0,07 
 
1,20 
 
0,21 
 
1,03 
 
0,49 
 
0,70 
 
0,14 
 
0,87 
 
0,07 
 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3                   B1 >B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
p<0,05 
A1=A2              A1=A3           A2=A3 
B1>B2            B1=B3              B2=B3 
A1=B1             A2>B2           A3=B3 
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NÚMERO DE TÚBULOS COM SEDIMENTO E/OU NECROSE 
1,6 1,6
1,4 1,4
1,2 1,2
1 1 
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,4
0,2 0,2
0 0 
A1 A2 A3 B1 B2 B3
GRUPOS 
Gráfico 7 – Representação gráfica da Média e desvio-padrão da somatória dos valores absolutos encontrados em 
dez campos por lâmina, do parâmetro histológico de túbulos renal comprometido dos rins dos 
animais dos grupos A (isquemia de seis horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis 
horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) 
e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
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Tabela 8 – Média e desvio-padrão do porcentual da expressão da caspase 3 (apoptose) 
encontrados em dez campos por lâmina, na preparação por imunohistoquímica do 
glomérulos renais dos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A 
(isquemia de seis horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e 
reperfusão de vinte e quatro horas), nos tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
   
Grupo S 
    
Grupo A 
   
Grupo B 
 
 
      
A1 
 
A2 
 
A3 
 
B1 
 
B2 
 
B3 
 
 
MD 
 
DP 
  
9,8 
 
1,98 
 
11,86 
 
2,40 
 
14,16 
 
4,55 
 
10,38 
 
1,54 
 
14,19 
 
3,72 
 
16,35 
 
1,65 
 
15,57 
 
2,54 
 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1<A2>A3          B1=B2=B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
p<0,05 
A1=A2              A1=A3            A2>A3 
B1=B2               B1=B3           B2=B3 
A1=B1             A2=B2          A3<B3 
S=A1, A3 e B3     S<A2, B2 e B3 
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Gráfico 8 – Representação gráfica da média e desvio-padrão do porcentual da expressão da caspase 3 (apoptose) 
encontrados em dez campos por lâmina, na preparação por imunohistoquímica dos glomérulos 
renais dos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e reperfusão 
de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos tempos 1 
(sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
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Figura 10 - Fotomicrografia característica de um glomérulo normal, portanto com grau de lesão ausente 
(0), onde se notam o mesângio sem edema, o espaço mesangial conservado (setas) e as 
células de características normais preservadas. (HE – 400x). 
 
 
 
Figura 11 - Fotomicrografia de um glomérulo com lesão característica de grau leve (1) onde se nota o 
espessamento do mesângio com diminuição do espaço mesangial (seta amarela), edema 
discreto e células de características intumescidas (seta laranja). (HE – 400x). 
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Figura 12 - Fotomicrografia de um glomérulo com lesão característica de grau moderado (2) onde se nota 
o espessamento mais acentuado do mesângio (seta amarela), edema discreto e células de 
características mais intumescidas (seta laranja). (HE – 400x). 
 
 
 
 
Figura 13 - Fotomicrografia de um glomérulo com lesão característica de grau acentuado (3) onde se nota 
o espessamento quase total do mesângio (seta amarela), edema das estruturas vizinhas e 
células muito intumescidas (seta laranja). (HE – 400x). 
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Figura 14 - Fotomicrografia de um túbulo renal de um animal do grupo simulado onde se podem notar 
as características normais do túbulo. (HE – 400x). 
 
 
 
 
Figura 15 - Fotomicrografia de um túbulo renal de um animal com intenso sofrimento mostrando a 
necrose tubular (seta amarela) e presença de sedimentos na luz tubular (seta laranja). (HE – 
400x). 
  
5. DISCUSSÃO 
 
 
 
O tecido muscular esquelético representa cerca de 40% do peso corporal do indivíduo 
e as lesões isquêmicas deste tecido podem acarretar importantes alterações locais e 
sistêmicas2-8. O restabelecimento do fluxo sangüíneo, necessário para a reversão do processo 
de isquemia, paradoxalmente agrava estas lesões5,7. A reintrodução de sangue oxigenado aos 
tecidos isquêmicos pode desencadear lesões teciduais locais e à distância mais intensas que as 
provocadas pela própria isquemia5-8. Os membros inferiores, onde se concentra grande parte 
da massa muscular, estão freqüentemente sujeitos à quadros relevantes de isquemia tecidual 
devidos ao trauma, às doenças vasculares agudas e aos procedimentos operatórios2,11,13-15. 
Diante de um quadro isquêmico dos membros inferiores a prioridade é restabelecer o fluxo 
sanguíneo11,13. A extensão e gravidade das alterações morfológicas e funcionais teciduais 
dependem fundamentalmente do período de oclusão do fluxo sangüíneo5,7,11,13,15. 
Modelos em animais de experimentação tentam reproduzir as condições de isquemia 
encontradas em seres humanos e com isso proporcionar um melhor entendimento da 
fisiopatologia da doença e das suas alternativas de tratamento2,3,11-18. 
 Um dos animais mais freqüentemente citado na literatura em modelos de isquemia e 
reperfusão, inclusive em membros inferiores, é o rato48. Tem a vantagem de fácil obtenção e 
manipulação, com custos baixos. Nesta pesquisa, em particular, a facilidade de manutenção 
em ambiente controlado propiciou a elaboração de uma amostra homogênea de ratos machos, 
com idade e peso similares.  
 Os diferentes modelos de isquemia muscular procuram simular as condições existentes 
na prática médica e cada um tem princípios racionais para investigar situações específicas7,43-
45. 
Um modelo de isquemia de músculo esquelético realiza a secção circunferencial da 
pele, tela subcutânea e musculatura da coxa, ao redor da articulação do quadril, preservando-
se o osso, nervo, artéria e veia femorais. A isquemia é produzida pela oclusão, sob lupa, da 
artéria femoral. Justifica-se o modelo como ideal para eliminar toda a circulação colateral, 
porém é mais traumático e exige uso de microscópio cirúrgico para sua execução7,43. 
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Um outro modelo utiliza um torniquete elástico aplicado externamente na raiz da coxa 
do animal, que compromete a irrigação arterial e drenagem venosa simultaneamente. 
Argumenta-se que este modelo estaria privilegiando também a lesão vascular, pelo trauma da 
aplicação do torniquete, e impedindo a resposta vasomotora e venosa durante a reperfusão. 
Argumentam os adeptos deste procedimento que seria o mais adequado para simular um 
trauma compressivo ou o procedimento operatório de garroteamento usado em operações 
ortopédicas13,16,44,49,50. 
Por outro lado, há um modelo que preconiza a obstrução da artéria ilíaca comum 
unilateral, sendo considerado mais apropriado para simular uma embolia arterial, uma vez que 
compromete somente a irrigação arterial deixando livre a drenagem venosa. A consideração 
teórica relevante está no fato de que a circulação colateral ficará disponível para suprir o 
território isquêmico, o que também ocorre no caso da embolia arterial45.  
Deste modo, entre os diversos modelos optou-se pela obstrução isolada da artéria 
ilíaca comum por atender aos objetivos de tentar simular a ocorrência de isquemia resultante 
de obstruções arteriais agudas que ocorrem com freqüência na prática médica 2,11-15. Os testes 
do projeto piloto mostraram que o edema e cianose apresentada pela pata do animal após a 
obstrução arterial foi um parâmetro confiável para comprovar a isquemia do membro inferior.  
O procedimento anestésico padronizado pelo Programa de Pós-graduação em 
experimentos envolvendo ratos preconiza o uso intraperitoneal da associação de quetamina e 
xilazina e que foi suficiente para manter os animais em plano anestésico durante todos os 
procedimentos operatórios. Nos períodos entre a realização da isquemia e da reperfusão a 
analgesia proporcionada pela nalbufina foi adequada, pois os animais se locomoveram 
espontaneamente e não apresentaram sinais objetivos de sofrimento, observado pela procura 
de água e alimento. 
O músculo esquelético tem se mostrado, nos diversos modelos experimentais, 
resistente às lesões isquêmicas 13,16-18. A literatura constata que o músculo esquelético resiste 
à isquemia por períodos de até quatro horas, apesar de discretas repercussões locais e 
sistêmicas. Considerando que a lesão é tempo dependente18 e que a maioria dos modelos 
utiliza isquemia de quatro horas, neste modelo procurou-se ampliar o período de oclusão 
arterial para seis horas, e assim produzir lesões mais graves, que pudessem ser bem 
caracterizadas e que permitissem avaliar um eventual efeito sistêmico do fenômeno de 
isquemia e reperfusão e também a eventual ação terapêutica de drogas.  
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As avaliações das lesões são referidas com maior freqüência pela literatura após um 
período de reperfusão de quatro e vinte e quatro horas. Assim puderam-se caracterizar as 
alterações tidas como precoces (quatro horas) e tardias (vinte e quatro horas). Períodos 
anteriores a quatro horas trazem resultados irrelevantes e períodos posteriores a vinte e quatro 
horas os resultados há uma tendência à diminuição das lesões15-18,45. 
Para caracterizar a lesão muscular foi avaliado o nível sérico de creatinofosfoquinase 
(CPK) que expressa a liberação desta enzima intracelular, abundante em músculo esquelético, 
na corrente sangüínea e representa uma medida indireta de sofrimento e morte celular por 
necrose11,13,14. 
As lesões provocadas pela isquemia e reperfusão em músculo esquelético e 
parênquima renal foram avaliadas pela microscopia óptica, em coloração pela hematoxilina e 
eosina, à partir de elementos simples, confiáveis e representativos de sofrimento tecidual. 
Estabeleceu-se um grupo de parâmetros histológicos relacionados com os fenômenos de 
resposta inflamatória que foram expressos de modo semiquantitativo, a partir de um quadro 
de escores (ausente, leve, moderado, acentuado) e examinados em número de campos 
estatisticamente representativos para cada animal. O histologista que realizou a leitura das 
lâminas não teve conhecimento prévio dos grupos a que elas pertenciam. 
A ocorrência mais precoce após a obstrução arterial é representada pelo edema 
intersticial. O extravasamento de líquido intravascular para o interstício é ocasionado por 
alterações biofísicas, e posteriormente bioquímicas, que resultam em acúmulo de líquidos 
entre as fibras musculares levando à dissociação destas fibras. No músculo esquelético quanto 
maior o edema, maior a dissociação das fibras, havendo uma relação temporal: quanto maior 
o período de isquemia, maior o edema. No parênquima renal a ação de substâncias 
nefrotóxicas também pode ocasionar o edema e com isto levar à diminuição do espaço 
mesangial, revelando um comprometimento progressivo, que foi caracterizado pela expansão 
entre o espaço mesangial e os capilares adjacentes no glomérulo21. 
Outro parâmetro morfológico que pôde ser investigado foi a expressão da apoptose, 
que é o ponto final de uma cascata, dependente de energia, de eventos moleculares, 
desencadeadas por certos estímulos e consiste em quatro componentes distinguíveis, mas 
superpostos: vias sinalizadoras (que desencadeiam a apoptose), controle e integração 
(moléculas reguladoras que inibem, estimulam ou antecipam a apoptose e, assim, determinam 
o prognóstico), fase de execução comum (onde estão envolvidas as proteases do grupo das 
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caspases) e remoção das células mortas. A remoção das células mortas se faz por fagocitose 
de modo eficiente, sem deixar vestígios e praticamente não há inflamação5-10. A expressão da 
caspase 3 pode ser utilizada como um marcador de apoptose. Efetuadores pertencentes à 
família das proteases, as caspases são proteases cisteínas ativadas por fatores liberados pela 
mitocôndria no processo de desencadeamento de morte celular e podem ser identificadas por 
processo imuno-histoquímico5-10,45,46. 
No período de isquemia os desencadeadores da cascata bioquímica da apoptose são as 
espécies reativas de oxigênio, que agravam o quadro de lesão celular na reperfusão dos 
tecidos. O oxigênio é o elemento essencial na reação de oxidação para a produção de energia 
no organismo, armazenado em última instância nos complexos de adenosina trifosfato (ATP). 
Estas reações de oxidação a partir de substratos oxidáveis, em especial a glicose, são 
realizadas em sua maior parte nas mitocôndrias e dependem de uma inter-relação de 
substratos, enzimas, vitaminas, eletrólitos e água5-10. 
A xantina desidrogenase é uma das enzimas responsáveis pelo mecanismo de 
fornecimento de um elétron altamente energético para a nicotinamida adenina difostato (ADP) 
que sendo receptora deste elétron se transforma no ATP, armazenando a energia de modo 
estável e transportável dentro da própria célula ou para outros tecidos e órgãos. A supressão 
do oxigênio determina a conversão da xantina desidrogenase (XD) em xantina oxigenase 
(XO)9,10,44,45,51,52. Esta enzima utiliza o oxigênio como receptor de elétrons, numa ligação 
instável e altamente energética formando os conhecidos radicais livres de oxigênio (RLO) ou 
espécies reativas de oxigênio (EROs) como o superóxidos (O2-) e peróxido de hidrogênio 
(H2O2-) 9,10,44,45,51,52. Os radicais livres de oxigênio determinam a destruição das camadas 
lipoprotéicas das membranas celulares do núcleo, mitocôndrias e do citossol levando a morte 
celular imediata por necrose ou desencadeando processos bioquímicos que, após um 
determinado tempo, levará à morte celular por apoptose5-10. 
Partindo do princípio teórico de que estas substâncias possam cair na corrente 
sangüínea e agir à distância em outros tecidos ou órgãos susceptíveis, foi também avaliada a 
expressão da caspase-3 nos rins esquerdos dos animais do experimento. 
Têm-se buscado formas de abolir ou minimizar os efeitos destas espécies reativas de 
oxigênio ou radicais livres5,13,15,20,44,45. Para isto usa-se substâncias inibidoras da formação dos 
radicais livres conhecidas como antioxidantes (vitamina E20,39,53,54, a deferoxamina55, a 
estreptoquinase56, o alopurinol56, os sais de magnésio57, os aminoesteróides57, os quelantes do 
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ferro55 e os antiinflamatórios não esteróides58), substâncias varredoras destas substâncias 
(scavengers)5,45,50,59,60, processos de pré-condicionamento físico ou químico, onde supressões 
parciais e progressivas de oxigenação antecedem uma supressão sustentada mais 
prolongada5,18,43,50. Cada uma destas proposições tem mostrado vantagens e desvantagens na 
dependência dos modelos para a provocação de isquemia/reperfusão, nas doses das 
substâncias utilizadas, nos períodos em que são empregadas, nos parâmetros que são usados 
para avaliação dos resultados, entre outras variáveis2-10. 
A procura de uma droga que possa atuar reduzindo a liberação das espécies reativas de 
oxigênio, bem como limitar a resposta inflamatória mediada por neutrófilos e a liberação do 
fator de necrose tumoral constitui uma opção válida para o controle das lesões de isquemia e 
reperfusão em músculo esquelético e tecido renal 44,45,51,52. 
A pentoxifilina (PTX) é uma metilxantina estudada na proteção na insuficiência renal 
aguda (IRA) induzida pelo glicerol29-31. O mecanismo primário da ação protetora das 
metilxantinas é atribuída à ação antagonista do receptor da adenosina, que é um potente 
vasoconstritor61,63. Outra substância vasoconstritora onde as metilxantinas têm ação inibitória 
é a endotelina, que está presente nas lesões musculares23,59, o que pode atuar diminuindo as 
lesões causadas pela isquemia e reperfusão musculares, embora outras ações têm sido 
consideradas. A pentoxifilina, com suas propriedades hemorreológicas, melhorando a 
microcirculação, é estudada na prevenção e tratamento de doenças isquêmicas crônicas e 
utilizada em estudos na insuficiência renal aguda induzida experimentalmente24-28. Ela exerce 
efeitos benéficos através de vários mecanismos, tais como a redução na produção de citocinas 
e superóxidos, alteração na quimiotaxia de neutrófilos, diminuição na ativação e adesividade 
plaquetária, aumento da flexibilidade das hemácias, podendo atenuar a lesão endotelial e 
tecidual no fenômeno da isquemia e reperfusão32-42. Há estudos sugerindo a parada da 
progressão da lesão renal no choque séptico27 e a melhora do fluxo sangüíneo renal durante a 
bacteremia devido à vasodilatação pós-glomerular28. 
Levando em conta estes embasamentos teóricos propôs-se a utilização da pentoxifilina 
para testar sua atuação em isquemia e reperfusão de músculo esquelético e na sua repercussão 
à distância sobre o parênquima renal. 
A análise e a interpretação dos resultados permitiram algumas conclusões e suposições 
relevantes para o entendimento dos fenômenos envolvidos neste modelo experimental. 
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O grupo simulado mostrou que o trauma anestésico e operatório não trouxe influências 
significativas sobre o tecido muscular e pode ser utilizado como ponto de comparação com os 
outros dois grupos de estudo. Consideraram-se os achados obtidos como padrão de 
normalidade. Os níveis séricos de CPK no grupo simulado ficaram muito abaixo dos animais 
que foram submetidos à isquemia e semelhantes aos níveis de normalidade para a 
espécie48,64,65. Por outro lado, a avaliação histológica pela coloração em hematoxilina e eosina 
do tecido renal não evidenciou lesão glomerular ou de túbulos renais. 
Em estudo paralelo a este em músculo sóleo de ratos45, foi significativa a ausência de 
alterações morfológicas típicas da necrose tecidual muscular. Nos animais submetidos a seis 
horas de isquemia não foram evidenciadas reações necróticas às quatro horas ou vinte e 
quatro horas após a perfusão tecidual. O fato pode demonstrar a resistência do tecido 
muscular à agressão isquêmica, mas deve estar associada também a capacidade ou 
peculiaridade da circulação arterial colateral dos membros posteriores dos ratos e o não 
comprometimento do retorno venoso.  
Alguns trabalhos referidos na literatura, usando o mesmo tempo de obstrução arterial 
em ratos, também não lograram identificar áreas de necrose de fibras musculares13,15,52, 
embora tenham ocorrido outras alterações morfológicas e aumento da creatinofosfoquinase 
(CPK), parâmetro indireto de necrose64,65.  
Na fase precoce de observação (quatro horas de isquemia) a média da dosagem sérica 
da CPK teve uma redução significante quando aplicada no início da isquemia e no início da 
reperfusão (A3=2010,70±705,43) em relação ao grupo que a recebeu apenas no início da 
reperfusão (A2= 3143,60±1604,57) e principalmente ao grupo que não recebeu a PTX 
(A1=3332,30±2384,39). Todos os grupos tiveram valores médios superiores aos valores 
médios do grupo simulado (S=751,00±130,79). 
Na fase tardia de observação (vinte e quatro horas) a média da dosagem sérica da CPK 
não teve uma redução significante quando a droga foi aplicada no início da isquemia e no 
início da reperfusão (B3=2451,20±1831,87) em relação ao grupo que a recebeu apenas no 
início da reperfusão (B2= 2074,10±1004,32). Também não teve diferença com o grupo que 
não recebeu a droga (B1=2215,00±1823,14). Todos os grupos tiveram valores médios 
superiores aos valores médios do grupo simulado (S=751,00±130,79). 
Apesar da grande variabilidade dos valores máximos e mínimos das dosagens séricas 
da CPK, traduzido pela grande variação do desvio-padrão, pôde-se notar que a isquemia e 
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reperfusão causam alterações consideráveis quando se compara com o grupo simulado e 
considerado como padrão de normalidade. Também se pôde inferir que a PTX tem uma ação 
favorável sobre a necrose celular muscular somente na fase precoce e quando aplicada no 
início da isquemia e no início da reperfusão. Na fase tardia os níveis de CPK não mostraram 
diferenças significantes.  
A necrose muscular é referida na literatura como um achado raro do ponto de vista 
morfológico12-18,43-45 e somente detectável pela dosagem enzimática da CPK64,65. A 
interpretação razoável para estes achados deve estar na capacidade alta que tem o músculo 
esquelético em resistir à agressão pela isquemia, mostrando que as alterações enzimáticas de 
CPK após uma elevação inicial se mantêm por período prolongado e com tendência de queda 
com o passar do tempo. Assim o efeito protetor da PTX só pode ser detectado na fase precoce 
quando a ação da droga pode ter alguma influência nos mecanismos envolvidos na morte 
celular por necrose. Outros métodos mais sensíveis de dosagem da CPK ou aumento do 
número de animais na amostra talvez possam tornar esta tendência mais evidente. 
O modelo de isquemia e reperfusão mostrou-se eficaz em produzir alterações 
morfológicas em músculo esquelético, traduzido pelas alterações morfológicas e de níveis 
séricos de CPK. Deste modo é racional a hipótese que substâncias liberadas na circulação 
sangüínea possam afetar tecido ou órgãos à distância, em particular o parênquima renal em 
suas estruturas mais nobres como o néfron e túbulos renais. 
Uma tentativa de avaliar a função renal neste modelo foi por meio das dosagens da 
uréia e da creatinina. O clearance da inulina66,67 é o método mais confiável para avaliação da 
função renal, contudo a sua execução poderia em si agravar as lesões de isquemia e 
reperfusão que se pretendia estudar. Considerando a complexidade da tarefa e por se tratar de 
um trabalho inicial de pesquisa optou-se pela avaliação de parâmetros mais viáveis. 
A concentração sérica de uréia e creatinina são dependentes de variação da água 
corporal. Um aumento de suas concentrações pode não traduzir um aumento real, mas sim um 
aumento relativo de hemoconcentração. Uma diminuição da concentração sérica pode 
também traduzir uma hemodiluição e não uma diminuição real.  
Assim na fase aguda (quatro horas) não ocorreu alteração significante da concentração 
de uréia em nenhum dos grupos estudos. Todos os animais apresentaram níveis semelhantes 
entre si (A1=65,30±22,25; A2=68,40±20,19; A3=57,10±9,34) e não diferiram do grupo 
simulado (S=53,23±4,68).  
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Na fase tardia (vinte e quatro horas) o grupo que recebeu a droga no início da 
isquemia e no início da reperfusão (B3=90,50±30,96) teve um aumento significante em 
relação ao grupo que só recebeu a droga no início da reperfusão (B2=62,30±19,72) ou do 
grupo que não recebeu a droga (B1=55,56±13,23) e principalmente em relação ao grupo 
simulado (S=53,23±4,68). 
Pode-se interpretar que na fase precoce a movimentação de água corporal e a função 
renal estiveram estáveis, contudo na fase tardia pode ter ocorrido uma perda de água corporal 
ou deterioração da função renal. Como o grupo B3 apresentou a diferença mais significativa 
pode-se pensar que a dose dupla de PTX possa ter algum efeito deletério sobre a função renal. 
Em função da falta de especificidade da dosagem e não ter-se controlado a variação ponderal 
do animal a interpretação fica prejudicada, mas fica o alerta para um controle mais efetivo 
destes parâmetros na seqüência desta linha de pesquisa.  
Os resultados da dosagem sérica da creatinina seguiu o mesmo perfil das medidas da 
uréia. Na fase precoce não houve alterações significantes e na fase tardia o grupo B3 
(2,28±0,54) mostrou elevação destacada em relação aos demais grupos (B1=1,22±0,25; 
B2=0,97±0,43) e principalmente ao grupo simulado (S=0,73±0,14). Como a creatinina é um 
parâmetro mais sensível de alteração de função renal e menos susceptível às variações de 
água corporal pode-se considerar com mais ênfase a possível ação deletéria da dose dupla da 
PTX. 
A dosagem de eletrólitos como o sódio e o potássio, classicamente associados à 
função renal e ao equilíbrio hidro-eletrolítico, também foi utilizado na tentativa de estabelecer 
uma eventual relação entre a função renal e suas variações séricas. 
Na fase precoce, a dosagem de sódio, quer com aplicação da PTX somente em um 
período ou em dois períodos não houve alteração significante entre os grupos 
(A1=151,60±7,0; A2=147,69±60; A2=150,00±4,20) e todos semelhantes ao grupo simulado 
(141,17±2,23). No entanto na fase tardia o grupo que recebeu a droga nos dois períodos 
(B3=160,00±3,23) teve um aumento significativo em relação ao grupo que recebeu somente 
uma dose de PTX (B2=155,20±6,60) ou não recebeu dose alguma (B1=154,00±2,30) e 
também significante em relação ao controle (S=141,17±2,23). 
A dosagem sérica do potássio na fase tardia mostrou também um aumento 
significativo nos animais do grupo B3 (16,0±3,66) em relação aos dos grupos B1 (8,7±3,8) e 
B2 (10,3±5,12) e superior significativamente em relação ao grupo controle (S=5,08±0,66). Na 
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fase precoce o grupo A3 (6,0±0,77) foi significantemente menor que os animais dos grupos 
A1 (10,1±2,05) e A2 (12,2±3,38) e semelhante ao grupo simulado (S=5,08±0,66). 
O potássio é um íon fundamental na função contrátil do miocárdio. Nas lesões 
musculares extensas por traumas diretos sobre grandes grupos musculares (soterramentos e 
traumatismos por acidentes automobilísticos) como as que ocorreram nos terremotos onde os 
sobreviventes imediatos de soterramentos evoluíam para óbito por parada cardíaca devido à 
hiperpotassemia22,23,68 e achados semelhantes foram encontrados em trabalhos com animal de 
experimentação22,23,68,69. 
Uma vez que não houve controle da pressão arterial média, do hematócrito, da 
variação ponderal ou da diurese fica apenas a hipótese de que a dose dupla de PTX possa ter 
algum tipo de influência desfavorável sobre a função renal na fase tardia. De qualquer modo é 
um fato a ser considerado devido à coincidência da variação dos eletrólitos (sódio e potássio) 
com os parâmetros anteriores de uréia e creatinina. Este efeito desfavorável pode estar 
associado a outras variáveis não consideradas no estudo como a variação hídrica. 
No entanto, na fase precoce a dose dupla de PTX (A3) mostrou efeitos favoráveis 
quando analisada sob o prisma das dosagens de uréia, creatinina e potássio quando comparada 
com os demais grupos do mesmo período de quatro horas de observação (A1 e A2). Mais uma 
vez a consideração da variação da água corporal deve ser considerada, pois nesta fase a 
desidratação do animal deve ter sido pouco importante. 
A avaliação morfológica dos glomérulos renais mostrou que a média dos escores de 
comprometimento do mesângio na fase precoce para os animais do grupo A3 (0,88±0,07) foi 
significantemente maior que nos animais dos grupos A2 (0,64±0,21) e A1 (0,74±0,07). Deste 
modo a PTX aplicada nos dois períodos teve efeito desfavorável na fase precoce (quatro 
horas) e também na fase tardia (vinte e quatro horas) onde o grupo B3 (0,97±0,42) foi 
significantemente maior que os grupos B2 (0,85±0,33) e B1 (0,59±0.07). Como ocorreu com 
os parâmetros bioquímicos também ocorreu a associação da dose dupla de PTX com um 
maior comprometimento do parênquima renal. 
Quanto à lesão tubular não ocorreu diferença significante entre os três grupos na fase 
precoce, mas na fase tardia o grupo que não recebeu a droga (B1=1,03±0,49) teve uma 
diferença significativa com os grupos que receberam a droga na reperfusão (B2=0,70±0,14) e 
na isquemia e reperfusão (B3=0,87±0,07). A PTX de ofereceu alguma proteção aos túbulos 
renais na fase tardia quer aplicada na reperfusão ou na isquemia e reperfusão. 
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Pela avaliação destes resultados morfológicos constata-se que a droga foi desfavorável 
na fase tardia quando aplicada no início da isquemia e início da reperfusão, portanto em dose 
dupla, revelando uma possível ação deletéria sobre o glomérulo renal. No entanto parece ter 
uma ação favorável na proteção da necrose tubular aguda na fase tardia independente do 
período de aplicação. 
Pode-se identificar a insuficiência renal aguda, nos processos de isquemia e reperfusão 
do tecido muscular diretamente pela ação de endotoxinas, pela ação tóxica da mioglobina, 
nefrotoxinas e outras causas onde ocorre a morte das células tubulares renais, caracterizando a 
necrose tubular aguda (NTA). Nesta forma de morte celular, ocorre edema celular com perda 
de integridade da membrana citoplasmática e através da facilitação de uma variedade de 
mediadores inflamatórios, que podem levar a ruptura das células, caracterizando o processo 
de necrose5,7. A PTX  mostrou um efeito favorável sobre os túbulos renais provavelmente pela 
sua capacidade de neutralizar a ação das espécies reativas de oxigênio provenientes da lesão 
muscular. 
A isquemia tecidual concorre para a produção de espécies reativas de oxigênio que 
agravam na reperfusão, tanto nos tecidos diretamente envolvidos como em tecidos à distância. 
Essas moléculas instáveis ou fragmentos de moléculas sem um par de elétrons em suas órbitas 
exteriores atuam sobre os lipídeos, carboidratos, proteínas e ácidos nucléicos, sendo potentes 
agentes oxidantes e causam graves lesões em moléculas intra e extracelulares, nas membranas 
lipídicas, no ácido hialurônico e no ácido desoxirribonucléico, constituindo um dos princípios 
da lesão celular, podendo levar a morte celular8-10. 
Um dos grandes avanços do entendimento das doenças onde ocorre a morte celular 
tem sido o reconhecimento da via de apoptose como forma de agressão celular associado ou 
não ao processo de necrose8-10. É provável que muitas características do processo de 
sinalização celular para o processo de morte celular, são compartilhadas com a necrose e se o 
processo de apoptose é grave, pode também evoluir para necrose8-10. A apoptose é 
considerada um mecanismo regulador de suicídio celular caracterizado pela segmentação do 
núcleo, que possuem marcadores específicos para este fenômeno8-10. O processo inicia-se 
quando ocorrem modificações na permeabilidade mitocondrial, permitindo o extravasamento 
do citocromo C que juntamente com o fator indutor da apoptose (FIA), promovem a ativação 
da cascata das caspases8-10. Como a caspase-3 é considerada a efetuadora central dessa cascata 
de eventos, uma vez ativada torna o processo irreversível e a sua presença confirma a 
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apoptose celular. A utilização de anticorpos através da imuno-histoquímica representa um 
método específico para a marcação da caspase-3 por imunocoloração e que pôde ser 
quantificada pelo programa ImageLAB47. 
Na literatura há referências de indução da apoptose, expressa pela caspase-3, em rim 
de animais de experimentação pela aplicação de substâncias nefrotóxicas, tais como a 
cisplatina70, arsênico71, adriamicina72. Estes estudos avaliam a participação da apoptose no 
desencadeamento da insuficiência renal aguda, favorecendo um melhor entendimento da 
fisiopatologia e tratamento desta síndrome, principalmente pela ação de espécies reativas de 
oxigênio e a utilização de drogas antioxidantes.  Está descrita a importante participação das 
espécies reativas de oxigênio3,4,10-15, no comprometimento muscular, e quando liberadas na 
corrente sangüínea, promovem lesões locais e em órgãos à distância, particularmente nos 
rins21-28,68. 
As metilxantinas têm sido utilizadas nos experimentos em que há a indução de 
insuficiência renal aguda mioglobinúrica, sendo o modelo mais freqüente o utilizado pela 
injeção intramuscular de glicerol. O efeito protetor das metilxantinas é atribuído à sua ação 
antagonista do receptor do adenosina e endotelina que por sua vez tem importante ação 
vasoconstritora nestas condições patológicas. Porém outros efeitos devem ser considerados, 
pois a PTX tem sido utilizado nas doenças isquêmicas crônicas e sua ação antioxidante deve 
ser considerada. 
A imuno-histoquímica46 para caracterizar a apoptose pela expressão da caspase-3, foi 
o método escolhido devido a possibilidade de sua identificação nos glomérulos renais, onde a 
ação das substâncias oriundas da isquemia muscular, principalmente as espécies reativas de 
oxigênio, podem desencadear lesões que levam à insuficiência renal aguda.  
A apoptose em glomérulos renais expressa pela imunocoloração da caspase-3 nos 
animais do grupo simulado (S=9,8±1,98) mostrou-se significantemente inferior aos valores 
dos animais do grupo da fase tardia, porém sem diferença na fase precoce. Também na fase 
precoce não houve diferença significante entre os animais que não receberam a PTX 
(A1=11,86±2,40) ou receberam nos dois períodos (A3=10,38±1,54).  Os animais que 
receberam apenas na reperfusão (A2 = 14,16±4,55) apresentaram valores superiores aos dois 
outros grupos.  Na fase tardia os animais que não receberam a PTX (B1=14,19±3,72) tiveram 
valores semelhantes aos que receberam no período de reperfusão (B2=16,35±1,65) e ao grupo 
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que recebeu a PTX nos dois períodos (B3=15,57±2,54), porém todos com valores superiores 
ao grupo simulado (S=9,8±1,98). 
A droga parece não oferecer proteção ao processo de apoptose, expressa pela caspase-
3 neste modelo experimental, na fase precoce de até quatro horas de reperfusão. Na fase tardia 
de até vinte e quatro horas de reperfusão ocorreu um aumento da expressão da caspase-3 em 
relação ao grupo controle, porém sem relação de proteção com a aplicação da pentoxifilina 
em qualquer dos dois períodos estudados. 
Apesar de a literatura biomédica referir que a PTX melhora a perfusão de músculo 
esquelético33-38,40, protege contra as mudanças morfológicas e funcionais dos rins submetidos 
à insuficiência renal aguda mioglobinúrica induzida pelo glicerol29-31, neste modelo, conclui-
se que pode também agravar as lesões renais causadas pela isquemia e reperfusão de músculo 
esquelético na dependência da dose usada e na dependência de um maior tempo de 
observação. 
 
 
 
Considerações finais 
 
O modelo de isquemia de músculo esquelético realizado pela obstrução da artéria 
ilíaca comum por um período de seis foi satisfatório para produzir lesão do músculo sóleo de 
rato e que pôde ser comprovada pelo aumento da creatinofosfoquinase sérica, que é um 
indicador bioquímico de necrose celular. 
A lesão muscular isquêmica e o agravamento posterior causado pela reperfusão e a 
liberação de espécies reativas de oxigênio pode ser associada à lesão do parênquima renal. A 
liberação destas substâncias na corrente sangüínea pode estar associada aos processos de lesão 
de tecidos à distância susceptíveis a elas. A lesão renal neste modelo pôde ser avaliada de 
modo indireto pelas alterações bioquímicas das dosagens séricas da uréia e creatinina, bem 
como pela dosagem sérica dos eletrólitos sódio e potássio. 
Alterações morfológicas dos glomérulos renais e dos túbulos renais foram avaliações 
objetivas de lesão renal que puderam ser surpreendidas neste modelo. 
A pentoxifilina, uma metilxantina com propriedades diversas na proteção a tecidos 
isquêmicos em particular pela sua ação antioxidante, que é tida na literatura como eficaz na 
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proteção de lesões do fenômeno de isquemia e reperfusão muscular e renal, mostrou um 
comportamento variável dependente da fase de observação e da dose usada. 
Observação numa fase precoce de até quatro horas de observação permitiu, analisando 
os diversos parâmetros enumerados acima, verificar que a droga tem efeito favorável na 
necrose celular quando aplicada no início da isquemia e no início da reperfusão (Grupo A3) 
assim como teve efeito favorável na expressão da uréia, creatinina e potássio. 
As observações numa fase tardia de até vinte e quatro horas mostraram que os animais 
de todos os subgrupos não se beneficiaram com o uso da droga no tocante a expressão da 
necrose pela dosagem da CPK. Os animais do grupo que recebeu a droga no início da 
isquemia e no início da reperfusão (B3) tiveram um comprometimento com aumento das 
dosagens de uréia, creatinina e potássio levando à hipótese que a dose dupla da droga possa 
ter sido a responsável por este evento deletério. 
A avaliação histológica da lesão glomerular e túbulos renais mostrou que a droga está 
associada a maior lesão glomerular na fase tardia e no grupo de recebeu dose dupla de PTX, 
porém tem efeito contrário sobre os túbulos renais na mesma fase e período. Na fase aguda 
não mostrou sinais de proteção ou agravamento das lesões. 
A apoptose em glomérulos expressa pela imunocoloração da caspase-3 não mostrou 
proteção na fase precoce e na fase tardia houve maior expressão que na fase precoce e grupo 
controle e sem relação com os períodos de aplicação da droga. 
A isquemia e reperfusão de músculo esquelético de ratos produzem lesões à distância 
em tecido renal e a pentoxifilina tem algum efeito protetor sobre estas lesões na fase precoce 
de observação (até quatro horas). Na fase tardia (até vinte e quatro horas) esta proteção não se 
faz evidente e até exerce papel antagônico, agravando as lesões quando aplicada nos períodos 
de isquemia e reperfusão e provavelmente dependente da dose usada. 
A linha de pesquisa deverá ser ampliada pela avaliação mais aprimorada das variações 
hídricas e de métodos que possam avaliar a função renal de modo mais sensível e confiável. 
As doses de pentoxifilina devem ser ajustadas para tentar estabelecer sua dose terapêutica e 
sua dose tóxica. 
 
 
 
  
6. CONCLUSÕES 
 
 
 
 
 
 
 
1. 
2. 
3. 
A isquemia e reperfusão de músculo sóleo de ratos liberou substâncias na circulação 
sangüínea que tiveram efeitos deletérios sobre o parênquima renal. 
A pentoxifilina aplicada no início do período de reperfusão e com até quatro horas de 
observação não apresentou efeitos favoráveis sobre as lesões renais em glomérulo e 
túbulos renais, provocadas por substâncias resultantes da isquemia e reperfusão de 
músculo esquelético. 
A pentoxifilina aplicada no início do período de isquemia e no início do período de 
reperfusão não apresentou efeitos favoráveis e, dependendo da dose, ocorreu agravamento 
das lesões resultantes de isquemia e reperfusão de músculo esquelético. 
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APÊNDICE 
 
PROTOCOLO: 
Data ___/__/_____              Grupo:_____               Número ____ 
Sexo:_____               Peso:_______ g.               Idade:____ meses 
Anestésico e tipo: ______________  Volume:_____mL  Dose: ________ mL.100g-1 
Analgésico:____________Volume:________mL Dose:_____mg/Kg-1                           
pentoxifilina:_______                     Volume: ________           Dose: 40 mg.Kg-1 
Decrição do ato operatório:_______________________________________________ 
______________________________________________________________________ 
Coleta de dados:CPK:_____ U.L-1 ALT: __ U.L-1 AST:___U.L-1   SÓDIO:__ mmol.L-1 
       URÉIA: __ mg.dL-1  CREATININA: __ mg.dL-1  POTÁSSIO:___ mmol.L-1 
Microscopia óptica:_____________________________________________________ 
______________________________________________________________________ 
Resultado da imunohistoquímica:__________________________________________ 
______________________________________________________________________ 
______________________________________________________________________ 
 
Observação: 
 
____________________________________________________________
____________________________________________________________
____________________________________________________________ 
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Tabela 1 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de CPK (U.L-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis 
horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão 
de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
A1 
Grupo A 
 
     A2 
 
 
A3 
 
 
B1 
Grupo B 
 
     B2 
 
    B3 
 680 
709 
668 
828 
982 
639 
6383 
7458 
2234 
2111 
1433 
1109 
1644 
1977 
6253 
2721 
2726 
7638 
2987 
2304 
3018 
2579 
2561 
2476 
2960 
2187 
1058 
1982 
1547 
1954 
2497 
2777 
2852 
1272 
1289 
2879 
- 
1510 
1331 
2948 
6835 
1118 
1828 
1402 
1069 
1894 
1729 
1391 
1482 
1251 
2724 
1288 
3402 
2146 
4071 
1257 
1637 
1971 
2631 
1158 
1728 
7512 
2586 
1832 
1622 
1835 
MD 
DP 
751,00 
130,79 
3332,30 
2384,39 
3143,60 
1604,57 
2010,70 
705,43 
2215,00 
1823,14 
2074,10 
1004,32 
2451,20 
1831,87 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3             B1=B2=B3   
          
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1 =A2          A1=A3        A2>A3  
  B1=B2          B1=B3        B2=B3 
A1=B1         A2>B2        A3=B3  
 S<A1, A2, A3, B1, B2 e B3 
 
 
 
 
 
 
 
  
 61 
Tabela 2 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de uréia (mg.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas 
e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de 
vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
 A1 
Grupo A 
 
 A2 
 
 
A3 
 
 
B1 
Grupo B 
 
     B2 
 
 B3 
 53 
52 
55 
57 
45 
58 
67 
65 
62 
51 
53 
66 
42 
80 
120 
47 
65 
45 
54 
42 
119 
74 
60 
66 
69 
61 
45 
72 
78 
54 
66 
55 
56 
58 
55 
47 
- 
72 
53 
83 
47 
45 
56 
46 
51 
47 
53 
58 
47 
59 
45 
50 
77 
69 
111 
54 
81 
88 
118 
67 
66 
162 
101 
93 
69 
60 
MD 
DP 
53,23 
4,68 
65,30 
22,25 
68,40 
20,19 
57,10 
9,34 
55,56 
13,23 
62,30 
19,72 
90,50 
30,96 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3          B1<B2<B3 
        
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1=A2       A1=A3      A2=A3  
A1=B1       A2=B2        A3<B3 
S=A1, A3, B1 e B2          S<A2 e B3 
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Tabela 3 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de creatinina (mg.dL1) 
nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis 
horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão 
de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
A1 
Grupo A 
 
 A2 
 
 
    A3 
 
 
B1 
Grupo B 
 
B2 
 
 B3 
 0,7 
1,0 
0,7 
0,7 
0,6 
0,7 
1,5 
1,6 
1,4 
0,7 
0,8 
0,5 
0,7 
0,6 
1,2 
0,6 
1,1 
0,9 
1,0 
1,2 
0,9 
1,0 
1,3 
1,0 
0,8 
1,4 
0,9 
0,9 
0,8 
0,8 
0,8 
0,8 
0,7 
0,8 
0,8 
0,6 
- 
1,1 
1,3 
1,4 
1,1 
1,8 
1,2 
1,0 
1,1 
1,0 
0,9 
0,9 
1,0 
1,0 
0,2 
0,8 
0,7 
1,3 
1,0 
1,9 
2,4 
2,3 
2,3 
2,3 
2,1 
2,7 
3,1 
2,7 
1,2 
1,7 
MD 
DP 
0,73 
0,14 
0,96 
0,42 
1,06 
0,19 
0,79 
0,09 
1,22 
0,25 
0,97 
0,43 
2,28 
0,54 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
    A1<A2>A3               B1>B2<B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1=A2       A1=A3       A2<A3   
  B1>B2       B1<B3      B2<B3 
A1=B1      A2=B2      A3<B3 
S=A1, A3 e B2           S<A2, B1 e B3 
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Tabela 4 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de sódio (mmol.dL-1) 
nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis 
horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão 
de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
 A1 
Grupo A 
 
 A2 
 
 
 A3 
 
 
B1 
Grupo B 
 
   B2 
 
   B3 
 142 
144 
142 
139 
142 
138 
158 
158 
162 
158 
152 
143 
150 
145 
143 
147 
149 
151 
132 
147 
146 
150 
147 
153 
150 
151 
152 
156 
151 
152 
152 
153 
147 
141 
148 
148 
- 
159 
151 
152 
152 
154 
155 
155 
154 
154 
155 
154 
156 
152 
164 
155 
147 
162 
163 
144 
164 
161 
158 
158 
165 
154 
160 
158 
160 
162 
MD 
DP 
141,17 
2,23 
151,60 
7,00 
147,60 
5,90 
150,00 
4,20 
154,00 
2,30 
155,20 
6,60 
160,00 
3,23 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3                  B1<B2<B3           
 
Teste de Mann-Whitney 
p< 0,05 
A1=A2        A1=A3       A2=A3   
 B1=B2        B1<B3       B2=B3 
A1=B1        A2<B2        A3<B3 
S<A1, A2, A3, B1, B2 e B3 
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Tabela 5 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de potássio  
(mmol.dL ) nos animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A 
(isquemia de seis horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de 
seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 
2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da 
reperfusão). 
-1
 
 Grupo S  
 
 A1 
Grupo A 
 
 A2 
 
 
A3 
 
 
 B1 
Grupo B 
 
   B2 
 
    B3 
 5,4 
5,1 
5,3 
4,6 
4,1 
6,0 
12,9 
14,1 
10,8 
9,3 
8,1 
7,8 
9,1 
8,5 
10,4 
10,0 
11,9 
11,1 
10,3 
7,3 
10,9 
12,8 
20,3 
11,8 
11,0 
14,4 
5,6 
5,2 
7,2 
5,1 
6,0 
6,5 
5,3 
5,7 
6,7 
7,0 
- 
7,7 
17,4 
10,8 
7,7 
8,8 
9,4 
5,6 
5,3 
5,3 
5,3 
5,7 
6,2 
9,8 
15,1 
7,0 
4,8 
15,9 
16,0 
17,0 
20,7 
17,2 
15,2 
17,9 
13,6 
22,8 
14,8 
14,2 
12,0 
11,5 
MD 
DP 
5,08 
0,66 
10,1 
2,05 
12,2 
3,38 
6,0 
0,77 
8,7 
3,80 
10,3 
5,12 
16,0 
3,66 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1<A2>A3                 B1<B2<B3        
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
A1=A2      A1>A3       A2>A3   
   B1=B2        B1<B3      B2<B3 
A1=B1       A2=B2       A3<B3 
S<A1, A2, A3, B1, B2 e B3 
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Tabela 6 – Média e desvio-padrão da somatória dos escores [ausente (0), leve (1), 
moderado (2) e acentuado (3)], calculados em dez campos por lâmina, do 
parâmetro histológico de espessamento do mesângio dos rins dos animais 
dos grupos A (isquemia de seis horas e reperfusão de quatro horas) e B 
(isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos tempos 1 
(sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia 
e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
 A1 
Grupo A 
 
A2 
 
 
    A3 
 
 
 B1 
Grupo B 
 
B2 
 
   B3 
 - 0,6 
0,9 
0,7 
0,8 
1,1 
0,6 
0,7 
0,8 
0,7 
0,5 
0,7 
0,9 
0,4 
0,6 
0,9 
0,7 
0,4 
0,7 
0,7 
0,4 
0,8 
0,7 
0,9 
0,8 
0,6 
1,3 
1,0 
1,2 
0,6 
0,9 
- 
0,5 
0,7 
0,6 
0,6 
0,6 
0,4 
0,6 
0,7 
0,6 
0,6 
0,6 
0,7 
1,0 
1,0 
0,7 
1,4 
0,5 
1,4 
0,6 
0,6 
0,8 
1,2 
1,1 
0,6 
0,6 
1,2 
1,1 
1,3 
1,2 
MD 
DP 
- 
- 
0,74 
0,07 
0,64 
0,21 
0,88 
0,07 
0,59 
0,07 
0,85 
0,33 
0,97 
0,42 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3              B1<B2<B3          
 
Teste de Mann-Whitney 
p<0,05 
A1=A2            A1=A3          A2<A3    
  B1<B2           B1<B3            B2=B3 
A1>B1          A2=B2           B3=B3 
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Tabela 7 – Média e desvio-padrão da somatória dos valores absolutos encontrados em 
dez campos por lâmina, do parâmetro histológico de túbulos renal 
comprometido dos rins dos animais dos grupos A (isquemia de seis horas e 
reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de 
vinte e quatro horas), nos tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
A 
Grupo A 
 
A2 
 
 
   A3 
 
 
B1 
Grupo B 
 
B2 
 
   B3 
 - 0,5 
0,7 
1,0 
0,6 
0,9 
0,5 
1,1 
1,4 
1,0 
0,7 
0,7 
1,4 
1,8 
1,4 
0,8 
0,7 
1,4 
1,7 
1,0 
0,6 
0,7 
1,5 
0,7 
2,5 
2,1 
0,9 
0,8 
0,9 
1,9 
1,0 
- 
1,6 
1,1 
0,8 
0,8 
1,6 
0,8 
0,8 
0,8 
0,9 
0,5 
0,6 
0,4 
0,4 
0,6 
0,8 
0,8 
1,4 
0,9 
0,7 
0,6 
0,8 
1,2 
1,2 
0,6 
1,1 
1,2 
0,6 
0,9 
0,5 
MD 
DP 
- 
- 
0,84 
0,14 
1,15 
0,07 
1,20 
0,21 
1,03 
0,49 
0,70 
0,14 
0,87 
0,07 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3                   B1 >B2<B3 
            
Teste de Mann-Whitney 
p<0,05 
A1=A2           A1=A3           A2=A3     
  B1>B2           B1=B3          B2=B3 
A1=B1          A2>B2        A3=B3 
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Tabela 8 – Média e desvio-padrão do porcentual da expressão da caspase 3 (apoptose) 
encontrados em dez campos por lâmina, na preparação por 
imunohistoquímica do glomérulos renais dos animais dos grupos S (sem 
isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis horas e reperfusão de quatro 
horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão de vinte e quatro horas), nos 
tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da isquemia) e 3 ( PTX no início da 
isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 
 A1 
Grupo A 
 
A2 
 
 
 A3 
 
 
 B1 
Grupo B 
 
 B2 
 
   B3 
 8,24 
8,03 
9,51 
7,77 
11,40 
12,54 
12,47 
9,40 
12,73 
12,83 
10,54 
16,70 
8,09 
13,64 
11,04 
11,16 
18,91 
24,30 
9,79 
12,31 
11,93 
10,44 
13,29 
13,71 
16,44 
10,49 
12,74 
11,73 
7,37 
11,29 
10,39 
8,79 
11,36 
9,70 
10,16 
10,29 
- 
16,73 
14,94 
15,27 
12,97 
18,16 
11,89 
19,24 
7,63 
10,84 
15,26 
16,06 
14,53 
15,76 
17,59 
13,44 
17,57 
18,74 
17,79 
16,79 
18,53 
16,20 
16,73 
17,20 
12,69 
17,49 
17,94 
11,23 
13,16 
14,49 
MD 
DP 
9,8 
1,98 
11,86 
2,40 
14,16 
4,55 
10,38 
1,54 
14,19 
3,72 
16,35 
1,65 
15,57 
2,54 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1<A2>A3          B1=B2=B3 
           
Teste de Mann-Whitney 
p<0,05 
A1=A2         A1=A3       A2>A3     
  B1=B2           B1=B3     B2=B3 
A1=B1        A2=B2       A3<B3 
S=A1, A3 e B3     S<A2, B3 e B3 
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Tabela 9 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de AST (U.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis 
horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e reperfusão 
de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no início da 
isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
 A1 
Grupo A 
 
 A2 
 
 
A3 
 
 
 B1 
Grupo B 
 
 B2 
 
 B3 
 486 
184 
154 
100 
  96 
275 
522 
694 
385 
379 
431 
640 
456 
1206 
1237 
1368 
405 
582 
225 
206 
285 
458 
367 
394 
391 
402 
281 
429 
403 
340 
489 
756 
245 
218 
308 
392 
- 
5,38 
319 
884 
401 
130 
372 
283 
276 
417 
261 
268 
220 
741 
812 
379 
422 
344 
837 
349 
29 
13 
25 
10 
13 
15 
35 
37 
289 
125 
MD 
DP 
215,83 
147,72 
731,80 
387,30 
371,50 
111,10 
386,10 
155,30 
402,22 
212,97 
463,20 
238,68 
59,10 
87,52 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
 
P < 0,05       H > 5,99 
A1>A2<A3               B1<B2>B3  
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
 A1>A2       A1>A3           A2=A3 
                                                  B1=B2          B1>B3           B2>B3 
A1>B1           A2=B2         A3>B3 
                                        Simulado < A1, A2, A3, B1 e B2       Simulado > B3 
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Tabela 10 – Média e desvio-padrão das medidas dos níveis séricos de ALT (U.dL-1) nos 
animais dos grupos S (sem isquemia e reperfusão), A (isquemia de seis 
horas e reperfusão de quatro horas) e B (isquemia de seis horas e 
reperfusão de vinte e quatro horas), nos  tempos 1 (sem PTX), 2 (PTX no 
início da isquemia) e 3 ( PTX no início da isquemia e da reperfusão). 
 
 Grupo S  
      A1 
Grupo A 
 
A2 
 
 
 A3 
 
 
B1 
Grupo B 
 
B2 
 
  B3 
 65 
56 
72 
56 
50 
60 
193 
235 
112 
70 
103 
120 
75 
200 
253 
286 
94 
240 
60 
64 
71 
203 
77 
81 
100 
163 
66 
104 
80 
99 
130 
218 
64 
70 
150 
180 
- 
83 
67 
288 
152 
69 
53 
47 
65 
74 
47 
40 
50 
138 
135 
90 
98 
53 
200 
180 
80 
10 
25 
10 
20 
97 
63 
82 
48 
84 
MD 
DP 
59,83 
7,76 
164,70 
78,24 
115,30 
63,68 
116,10 
52,60 
99,80 
79,90 
103,10 
57,92 
51,90 
33,58 
 
Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 
P < 0,05       H > 5,99 
A1=A2=A3          B1=B2=B3 
 
Teste de Mann-Whitney 
P<0,05 
 A1=A2       A1=A2     A2=A3 
      B1=B2       B1=B3     B2>B3 
A1>B1        A2=B2        A3>B3 
Simulado < A1, A2 e A3          Simulado = B1, B2 e B3 
 
 
  
